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© RESUMEN 

EL USO DE ADENOVIRUS MUTADOS EN LOS GENES VA PARA EL TRATAMI ENTO DEL CANCER. 
La presente invencidn se refiere a la utilizaci6n de un adenovirus para el 
tratamiento del cancer caracterizado por el hecho que el adenovirus es defectivo en 
sus ARNs virus asociados (VA) , dicho adenovirus tiene una mutacion en la secuencia 
del gen VAI 6 VAII o ambos. Este adenovirus tambien puede tener una mutaci6n en las 
secuencias que controlan la expresidn de los ARNs VA. 



• 

2 



1 . Campo de la invencion 

El campo de la invencion esta relacionado en terminos generates con el 
campo de la biologfa tumoral. En particular la invencion se refiere a 
adenovirus mutados en los genes de VA RNAs y su uso para inhibir el cancer. 

5 

2. Descripcion del arte relacionado con la invencion 

El tratamiento actual del cancer se basa principalmente en la 
quimioterapia, radioterapia y cirugfa. Pese a una elevada tasa de curacion K 
para el cancer en estadios tempranos, la mayoria de casos avanzados de :*T: 
10 cancer son incurables porque no pueden ser extirpados quirurgicamente o 
porque las dosis radio o quimioterap6uticas administradas se ven limitadas 
por su toxicidad en celulas normales. La trasferencia de material genetico para J 
inhibir o destruir tumores supone una altemativa terapeutica muy prometedora 
(Roth and Cristiano, 1997). Comparada con las estrategias convencionales 

• • • » 

15 esta estrategia de terapia genica busca ser mas especffica para las celulas 

• • • * 

malignas atacando los defectos geneticos de las celulas tumorales. Existen 
varias estrategias que usan ADN como agente terapeutico: la transferencia de : 

genes que estimulan respuestas inmunes antitumorales, la transferencia de ... 

• * 

genes toxicos o que activan la toxicidad de drogas, y la transferencia de ADN 
20 para bloquear o restablecer la expresion de genes involucrados en el 

• -♦ 

desarrollo de tumores (oncogenes, genes supresores tumorales, genes ••••• 

♦ 

antiangiogenicos, etc). 

Ademas del ADN terapeutico, el otro componente de la terapia genica 
es el vehfculo que transporta este ADN: el vector. Para aumentar la 

25 transferencia de ADN a las celulas diana se ha usado vectores sinteticos y 
derivados de virus. Estos Oltimos son en general m£s eficientes para transferir 
ADN o "transducir" c6lulas tumorales. De entre distintos tipos de virus se han 
desarrollado vectores virales a partir de retrovirus, Herpes Simplex virus, virus 
adeno-asociado y adenovirus entre otros. En terapia g§nica del cancer el 

30 adenovirus se ha usado preferentemente por su elevada capacidad de infectar 




celulas epiteliales, que suponen el origen de la mayoria de tumores solidos 
(Alemany et al., 1999; Zhang, 1999). Otras ventajas de los vectores 
adenovirales son que pueden transferir el ADN a celulas que no estan en 
division, que el ADN del vector no se Integra en el genoma de la celula 
5 transducida, que estos vectores se pueden purificar hasta concentraciones de 
10 13 partfculas virales por mililitro y que son estables en el torrente circulatorio 
por carecer de envueltas lipfdicas. 

El adenovirus es un virus de ADN sin envuelta lipidica caracterizado por 

presentar una capside icosa6drica que empaqueta un ADN linear de doble :. 

10 cadena de aproximadamente 36 kilobases (Shenk, 1996). Los principals 

componentes de la capside son el hexdn, que forma las caras del icosaedro, 

la base del penton, localizada en los vertices, y la fibra que se proyecta desde 

las bases del penton. Otras protefnas estructurales de la capside como las . : 

• • • • 

protefnas Ilia, VIII y IX sirven para cementar la capside y anclar el ADN viral a 

15 su Interior. En el interior de la capside el ADN viral se envuelve con protefnas K ^: 
basicas como el polip6ptido V, VII y mu. Despues de la infeccion, cuando el 
ADN viral llega al nucleo de la celula infectada, empieza la expresi6n de los 
genes virales. Los primeros genes virales que se expresan corresponden a los r* m J 
genes de la region temprana 1 ("Early" 1, E1). En particular E1a controla la 

20 subsecuente expresion del resto de genes virales tempranos (E2, E3 y E4). 
Las protefnas tempranas codificadas por estos genes preparan a la celula 
para la replication viral optima y codifican las polimerasas para replicar el 
ADN viral. Despu6s de la replicaci6n del ADN viral se activa el promotor tardfo ••••• 
principal ("Major Late Promoter") que controla la production de un solo ARN 

25 tardfo que es procesado en mdltiples ARNs por poliadenilacion y corte- 
empalme diferenciales. Hay 50 serotipos de adenovirus humanos que se 
clasifican en seis subgrupos (A a F) segtin propiedades estructurales y 
funcionales como la aglutinaci6n de eritrocitos. En terapia genica se ha 
utilizado preferentemente el adenovirus tipo 5 por estar bien caracterizado 

30 molecularmente y por su baja patogenicidad en humanos. De hecho, el 85% 
de la poblacion ha sido infectada con adenovirus y es seropositiva en cuanto a 



la presencia de anticuerpos antiadenovirales. El adenovirus tipo 5, en 
particular, causa un resfriado en ninos que en la mayoria de los casos es 
asintomatico. 

El desarrollo de adenovirus como vector de transferencia genica se ha 
5 visto potenciado por la construcci6n de llneas capaces de complementar 
delecciones de genes virales (Alemany et al., 1999; Zhang, 1999). El prototipo 
de estas llneas es 293, una linea celular derivada de rinon embrionario 
humano que contiene parte del genoma adenoviral y expresa los genes virales 
de la regi6n E1. Esta llnea ha permitido la propagation de vectores :. 

10 adenovirales deleccionados en E1. Puesto que los genes de E1 son los .••:*. 
primeros en expresarse despues de la infecci6n y controlan la expresion de 
otros genes virales, los vectores sin E1 no deberfan expresar otros genes 
virales y se consideran incompetentes en replicaci6n. En la practica sin / . j 
embargo existe un nivel bajo de expresion de E2 y E4 que es suficiente para 

15 que las celulas transducidas sean eliminadas por el sistema inmune. Esto ha 

afectado al exito de los vectores deleccionados en E1 en terapias genicas :*"': 
que requieren la persistencia de la expresi6n del gen introducido. Sin 
embargo, en cancer, donde a menudo se busca la expresi6n transitoria del 
gen para inducir muerte celular, los vectores deleccionados en E1 se usan 

20 comunmente. Otra regi6n viral a menudo deleccionada es E3. Esta regi6n 
codifica para protelnas que inhiben la respuesta inmune. Estas funciones no 
se requieren para la propagaci6n del vector in vitro y pueden ser 
deleccionadas sin la necesidad de Ifneas celulares que complementen su 
perdida. Otra protefna codificada en E3 es la protelna de muerte por 

25 adenovirus ("Adenovirus death protein") que tiene un papel en la fase tardia 
del ciclo viral liberando la progenie de viriones fuera de la celula infectada. 
Cuando los vectores adenovirales se propagan in vitro los viriones se liberan 
con la ayuda de ciclos de congelaci6n-descongelacion por lo que E3 no es 
necesaria. 

30 Distintos vectores adenovirales deleccionados en E1 se han usado con 

poco exito para el tratamiento del cancer en ensayos clfnicos. Se ha 



comprobado que la Iimitaci6n de su eflcacia reside en el escaso numero de 
celulas que el vector alcanza. El gran tamafio de la partlcula viral, 80 nm de 
diametro, dificulta su difusi6n y s6lo unas pocas capas de celulas tumorales 
mas alia del punto de inyeccion o de los vasos sangulneos son alcanzadas 
5 por el vector. Esta limitacidn es particularmente relevante en estrategias 
terapeuticas basadas en la introduction de genes citotoxicos o supresores 
tumorales a pesar de que se ha encontrado un efecto citotoxico colateral en 
celulas no transducidas cercanas a las transducidas. Incluso inyectando dosis 
elevadas multiples de vector, la mayorfa de las celulas tumorales no se ven u 

• • • 

10 afectadas por el vector. En anos recientes la propagaci6n selectiva del vector 

• • • 

en celulas tumorales se ha propuesto como una estrategia para solventar esta 
limitacidn (Alemany et al., 2000). La replication viral por si misma es citopatica 
por lo que no se necesitan genes citot6xicos o supresores tumorales para ,; 
obtener un efecto antitumoral. En cierto modo el concepto de un adenovirus 

15 que se replica selectivamente en celulas tumorales sin llevar ningun gen no % 
viral pertenece mas propiamente al campo de la terapia viral o viroterapia del ; — 
cancer que al campo de la terapia genica. Sin embargo puesto que genes ,*— . 
citotdxicos, imunoestimuladores o supresores tumorales pueden potenciar la \ 
toxicidad selectiva del adenovirus replicativo, dichos genes se han insertado 

20 dentro del genoma del adenovirus replicativo. Estos vectores de replicaci6n '^J 
selectiva enlazan as! los conceptos de viroterapia y terapia genica. : ; : 

La viroterapia del cancer es muy anterior a la terapia genica. Las 
primeras observaciones de curaciones de tumores con virus datan de ••**• 
principios del siglo pasado. Ya en 1912 De Pace obtuvo regresiones 

25 tumorales tras inocular el virus de la rabia en carcinomas cervicales (De Pace, 
1912). Desde entonces muchos tipos de virus se han inyectado en tumores 
para su tratamiento (Sinkovics and Horvath, 1993). Hay virus que presentan 
un oncotropismo natural. El grupo de Rommelaere ha liderado el uso de 
parvovirus autonomos en el tratamiento del cancer (Dupressoir et al., 1989). 

30 Por un mecanismo todavfa incierto la replicacidn de este tlpo de virus parece 
estar ligada a la transformaci6n maligna de la celula. El virus de la estomatitis 



6 

vesicular (VSV) ha sido descrito recientemente como oncotropico (Stojdl et al., 
2000). En este caso su oncotropismo se asocia a los efectos anth/irales del 
interferdn. El VSV es muy sensible a la inhibition por interferon y las celulas 
tumorales a menudo no responden a los efectos del interferon por lo que 
5 presentan una respuesta antiviral deficiente. Otro virus que se ha identificado 
recientemente como oncotr6pico es el Reovirus (Norman and Lee, 2000). Las 
celulas infectadas reaccionan frente a la produccidn de ARN de cadena doble 
(dsRNA) producidas durante la infecci6n con Reovirus y otros virus activando 
una quinasa dependiente de dsRNA (PKR). La PKR as! activada bloquea la 

10 sfntesis de protefnas al fosforilar la unidad alfa del factor de traducci6n elF2. 
Este bloqueo de la traduccion de ARN mensajero bloquea tambien la 
traduccion de ARN viral y con ello la replication del virus. Muchos tipos de 
virus expresan genes que inactivan la PKR pero el Reovirus no. Sin embargo . . 
la PKR puede ser inactivada por otras protefnas que se hallan en la via de 

15 transduction de senal de Ras. Por ello en celulas con Ras activo, como es el . f 
caso de muchas celulas tumorales, el reovirus puede propagarse. Otros virus s «« . 
no muestran un oncotropismo natural sino que se pueden manipular . 
geneticamente para que se repliquen selectivamente en tumores. Por ejemplo \ 
el Herpes Simplex virus (HSV) se ha hecho oncotropico al deleccionar el gen 

20 de la ribonucleotide reductasa, una actividad enzimatica dispensable en 
celulas en proliferation activa como las celulas tumorales (Markert et al., 
2000). Otra delecci6n que resulta en replicaci6n selectiva en Herpes Simplex 
es la del gen ICP34.5 (Bolovan et al., 1994). La protefna ICP34.5 contrarresta 
el bloqueo de la traducci6n mediado por PKR y su deleccidn resulta en un 

25 oncotropismo por un mecanismo similar al del Reovirus. Recientemente otro 
virus que se ha manipulado para que presente oncotropismo es el virus 
Influenza A (Bergmann et al., 2001). La protefna viral NS1 de este virus 
tambien contrarresta el bloqueo traduccional por PKR y su delecci6n resulta 
en un virus que depende de Ras activo. Sin embargo ha sido con adenovirus 

30 d6nde se han realizado mas manipulaciones geneticas para conseguir 
replicaci6n selectiva en tumores. El papel protagonista de los adenovirus en la 
terapia genica del cancer junto con la experiencia acumulada en ensayos 



A • 



cllnicos han contribuido a la popularidad de estos nuevos vectores 
adenovirales replicativos. 

Se han usado dos metodos para restringir la replication de adenovirus 
a celulas tumorales: la substituci6n de promotores virales por promotores 

5 selectivos de tumor y la deleccidn de funclones virales que no son necesarias 
en celulas tumorales (Alemany et al., 2000). En ambas estrategias el gen a 
regular o mutar preferiblemente es E1a porque controla la expresion de los 
demas genes virales. Muchos promotores especificos de tejido o de tumor se 
han usado para controlar la expresi6n de E1a. Los promotores de la alfa- :. •. 

10 fetoprotefna, antfgeno prostatico especlfico (PSA), kallikreina, Mud y 
osteocalcina son algunos ejemplos (Alemany et al., 1999; Hallenbeck et al., 
1999; Kurihara et al., 2000; Matsubara et al., 2001; Rodriguez et al., 1997). La 
estrategia de substituci6n de promotores se ha extendido a la regulation de •/ . j 
otros genes virales ademas de E1a como E1b, E2 y E4 (Brunori et al., 2001; 

15 Doronin et al., 2001). Con respecto a la estrategia de deleccionar funciones r. % ;: 
virales que no son necesarias en celulas tumorales, el primer mutante que se : 
ha propuesto como de replicaci6n selectiva presentaba una deleccion de E1 b- 
55K. Esta proteina une e inactiva p53 para inducir en la celula infectada la 
entrada en fase S del ciclo celular e inhibir una apoptosis mediada por p53 

20 que se dispara como consecuencia de esta inducci6n. Un adenovirus mutado 'yy 
en E1b-55K conocido como dl1520 o Onyx-015 se ha usado para tratar fjjjj 
tu mores defectivos en p53. Uno de los problemas que se ha observado es una 
baja capacidad de propagaci6n de este mutante en comparacion con el 
adenovirus 5 tipo salvaje. Una explicaci6n a esta falta de potencia es que la 

25 proteina 55K tiene otras funciones ademas de inactivar p53 como el 
transporte de ARN viral. Otra mutation realizada en el genoma adenoviral 
para conseguir replicacidn selectiva en tumores afecta a los dominios CR1 y 
CR2 de E1a. Estos dominios de E1a median la union a las proteinas de la 
familia del Retinoblastoma (RB). Las proteinas RB bloquean la transicidn de la 

30 fase Go/G1 a la fase S del ciclo celular formando un complejo inhibidor de la 
transcription junto con E2F. Cuando E1a se une a RB se libera el factor de 




transcripcion E2F del complejo RB-E2F y E2F actua como un activador 
transcripcional de los genes responsables del paso a la fase S y de genes 
virales como E2. La liberation de E2F es de este modo un paso clave para la 
replicaci6n del adenovirus. En celulas tumorales el ciclo celular esta fuera de 
control debido a que RB esta ausente o inactivado por hiperfosforilaci6n y E2F 
esta libre. En estas celulas la funci6n inactivadota de RB de E1a ya no es 
necesaria. Por ello un adenovirus con una mutaci6n en E1a que impide su 
uni6n a RB se puede propagar normalmente en celulas con RB inactivo. La 
replication selectiva de dichos mutantes ya ha sido demostrada (Fueyo et al., 
2000; Heise et al., 2000). Otros genes virales que interaccionan directamente 
con p53 o RB como E4 (Dobner et al., 1996) y E4orf6/7 (Schaley et al., 2000), 
respectivamente, son candidatos a ser deleccionados para conseguir 
replicacibn selectiva en celulas tumorales sin p53 o sin RB. 

La presente invenci6n describe un nuevo tipo se mutaci6n para 
conseguir replicaci6n selectiva en celulas tumorales con un defecto genetico 
determinado distinto a las vfas de p53 y RB. Al contrario de otras 
construcciones existentes en el campo, en la presente invencion el ADN diana 
de la mutation no produce ninguna protelna viral sino un ARN y no pertenece 
a los genes adenovirales tempranos sino a los tardfos. 

El defecto genetico atacado en la presente invencion es la via de 
transduction de senal del oncogen Ras, una via que no ha sido previamente 
considerada con adenovirus. Muchos receptores de factores de crecimiento 
activan las protelnas Ras (H-Ras, N-Ras, K-Ras A y K-Ras B) para translucir 
una senal proliferativa desde el exterior de la celula al nucleo. Las protelnas 
Ras son pequefias GTPasas que cuando se unen a GTP son capaces de 
activar una serie de efectores. La activation de los efectores lleva a la sefial 
mitogenica. Ras se halla mutada a una forma permanentemente activa en el 
90% de los tumores de pancreas, 50% de colon, 30% de pulmon y en otras 
proporciones en muchos otros tipos de tumores. Ademas de un gran numero 
de tumores con Ras mutado, la via de Ras se halla activada en otros casos 
por la activacibn constitutiva de protelnas que regulan Ras o de los efectores 




de la via de Ras. Por ejemplo el gen c-erbB que codifica el receptor de EGF 
receptor se sobre-expresa en el 50% de glioblastomas y su homologo c- 
erbB2 se sobre-expresa frecuentemente en cancer de mama y ovario. En 
general se considera que el 80 % de los tumores presentan la via de Ras 
5 activada. Muchos de estos tipos de tumores, como es el caso del cancer de 
pancreas, necesitan nuevas terapias dada la falta de respuesta a la terapia 
convencional. 

3. Resumen de la invencion 

• • • 

10 La presente Invenci6n de refiere a la utilizaci6n de un adenovirus para * 

el tratamiento del cancer caracterizado por el hecho que el adenovirus es 
defectivo en sus ARNs asociados (VA). # . . 

• • • 
• • 

Tambien se refiere a la utilizaci6n de un adenovirus en la que dicho 
adenovirus tiene una mutacion en la secuencia del gen VAI 6 VAII o ambos. 3.. ' : 
15 Otro objeto de la invenci6n es la utilizacion en la de un adenovirus y 

que dicho adenovirus tiene una mutaci6n en las secuencias que controlan la 

c* • • 

expresion de los ARNs VA. 

Otro objeto de la invenci6n es la utilizacion de un adenovirus en la que «♦•♦. 
dicho adenovirus se inyecta en el tumor, en una cavidad donde se localiza el p-r 
20 tumor o en el torrente sanguineo de un paciente con cancer. *T ♦ 

Otro objeto de la invencion es la utilizaci6n de un adenovirus que dicho ># \. 
adenovirus se combina con otras modalidades terapeuticas contra el cancer 
como la quimioterapia o la radioterapia. 

Aun otro objeto de la presente invencion es una composici6n que 
25 comprende un adenovirus con mutaciones geneticas en los genes de ARNs 
VA para conseguir replication selectiva en celulas tumorales con una via de 
Ras activa o refractarias a la acci6n del interfer6n. 

Aun otro objeto de la presente invenci6n es una composici6n para 
utilizar en el tratamiento del cancer que comprende un adenovirus con 




mutaciones geneticas en los genes de ARNs VA y en uno o mas genes del 
grupo E1a, E1b y E4 para conseguir replication selectiva en tumores. 

Aun otro objeto de la presente invenclbn es una composici6n para 
utilizar en el tratamiento del cancer que comprende un adenovirus con 
5 mutaciones geneticas en los genes de ARNs VA y a su vez promotores que 
regulan uno o mas genes del grupo E1a, E1b y E4 para conseguir replication 
selectiva en tumores. 

Aun otro objeto de la presente invenci6n es una composition que 
comprende un adenovirus con mutaciones geneticas en los genes de ARNs v. j 
10 VA para conseguir replication selectiva en celulas tumorales y modificaciones : 
en su capside para aumentar su infectividad o dirigirlo a un receptor presente 
en una celula tumoral. 

:' . i 

Aun otro objeto de la presente invencibn es una composition que '••"** 
comprende un adenovirus con mutaciones geneticas en los genes de ARNs % 

15 VA que le confieren replication selectiva en celulas tumorales y que a su vez 

que contiene otros genes usados comunmente en el campo de terapia genica V."^ 
del cancer como activadores de prodrogas, supresores tumorales o .*"", 
inmunoestimuladores. 

ACin otro objeto de la presente invencion es una composition que 8 .«, : 

20 comprende un adenovirus humano derivado de un serotipo entre el 1 al 50 ; < ; 
con mutaciones geneticas en los genes de ARNs VA que confieren replicacidn 
selectiva en celulas tumorales. 

La presente invencion describe el uso de adenovirus mutantes de los 
genes VA ARN para el tratamiento del cancer. La mutation de VA ARN 
25 permite conseguir que la replicaci6n del adenovirus este condicionada a la 
existencia de una via de Ras activa o a la falta de activaci6n de PKR por 
insensibilidad a interfer6n. La invenci6n se dirige hacia la necesidad de hallar 
mejores terapias para el cancer de pancreas, colon, pulm6n y otros en tipos 
de tumores. 



La presente invention comprende adenovirus que contienen 
mutaciones en su genoma que eliminan la funcidn inactivadora de PKR de los 
ARNs virus-asociados (VA). Existen dos genes que codifican ARNs VA en el 
genoma del adenovirus, VAI y VAII, localizados aproximadamenfe a 30 

5 unidades de mapa del genoma viral. Ambos producen un ARN corto (de unos 
160 ribonucle6tidos) sintetizados por la ARN-polimerasa III en la fase tardfa 
del ciclo viral. Cada ARN VA se pliega formando un bucle que se une a la 
quinasa dependlente de ARN, la PKR. Con el fin de propagarse el adenovirus 
usa los VA ARNs para inhibir la PKR pues de otro modo esta quinasa fosforila u ^ 

10 el factor de traducci6n de protefnas elF2 inactivandolo y bloqueando la '.^ 
sfntesis general de protefnas. Por ello los mutantes VA descritos en esta 
invenci6n se propagan mal en celulas normales. Por el contrario en celulas 
donde la PKR ya es inactivada por la via de Ras, como ocurre en muchas # . . 
celulas tumorales, estos mutantes se propagan normalmente. En celulas que 

15 no responden a la infection con adenovirus induciendo la PKR, los mutantes 

• • • 

VA tambien se propagan normalmente. 

mm* « 

Las mutaciones de ARNs VA de esta invenci6n pueden afectar a los 
genes VAI y VAII. Alternativa o simultaneamente las mutaciones pueden 
afectar los promotores de los genes VAI o VAII o a sus secuencias de 
20 terminaci6n transcripcional para impedir su expresion. J:*;' 

• * i 

Los adenovirus mutantes en VA se propagan y amplifican en Ifneas -rj 
celulares con la via de Ras activa como la Ifnea de carcinoma de pancreas 
humano NP9. Despues de su amplification en cultivos celulares los mutantes 
se extraen y purifican siguiendo metodos estandar en el campo de la 
25 adenovirologia. 

El tratamiento del cancer se realiza por inyeccion directa del mutante 
VA dentro del tumor o por administration endovenosa sistemica en pacientes 
afectados de cancer usando metodos estandar en el campo de terapia genica 
con adenovirus. 



4, Descripcion de las figures 

Los dibujos incluidos en la invencion se han anexado con el proposito 
de que las caracterfsticas, ventajas, y construcciones de la invencion queden 
claras y se entiendan con detalle. Esos dibujos forman parte de las 
5 especificaciones e ilustran las invenciones preferidas pero no deben ser 
considerados limitativos del ambito de la invencion. 

FIGURA 1 Estructura secundaria del ARN VAI del adenovirus serotipo 5 
(Ad5). Una estructura de tallos y asas se forma por apareamiento de bases 
siguiendo las reglas de complementariedad de Watson y Crick. El dominio 
10 central es critico para la funcion VA y el tallo apical tambien esta involucrado i[jt • 
en la interaction del ARN VAI con la PKR. 

FIGURA 2 Secuencia de la regi6n VA Ad5. La secuencia de ADN . . 
mostrada corresponde a los pares de bases 10500 a 11100 del genoma del 

adenovirus serotipo 5. Esta secuencia contiene la region VA (solo se muestra u 

15 la cadena con sentido respecto a los genes VA). La secuencia mostrada va \ 9 ll m 

m * 

desde el par de bases (bp) -118 relativo al inicio de transcripcion del gen VAI 
hasta 64 bp mas alia del sitio de terminaci6n de VAN. El gen VAI (160 bp) 
desde el inicio hasta el final de transcripci6n esta subrayado y en italicas. Una 
secuencia de 96 bp separa las secuencias codificantes de VAI y VAN. VAII 
20 (161 bp) se halla despues de VAI y se muestra subrayado en negrita. :*!*: 

FIGURA 3 Mecanismo de selectividad de la replicaci6n de adenovirus 
defectivos en ARNs VA en celulas con la via de RAS activa o refractarias a 
interfer6n. Mecanismo por el cual los mutantes de ARNs virus-asociados (VA) 
muestran replication condicionada a la activacion de Ras. La infeccion 

25 adenoviral produce ARNs de cadena doble que inducen la activaci6n de PKR 
por fosforilaci6n. La PKR activada fosforila el factor de traduction de proteinas 
elF2 y lo inactiva, bloqueando asf la traducci6n general de proteinas. Los 
ARNs VA del adenovirus se unen e inactivan la PKR para contrarrestar esta 
respuesta antiviral de la celula infectada. Los adenovirus mutantes de ARNs 

30 VA no pueden inhibir la PKR e impedir el bloqueo general de la sfntesis 
proteica. Sin embargo por otro lado la activacidn de la via oncogenica de Ras 



tambien inhibe la PKR y cuando 6sta se halla activa los mutantes VA se 
propagan normalmente. 

FIGURA 4 Efecto de la activacion de Ras en la propagacidn de los 
mutantes de ARNs VA. Grafico de la produccion de virus en 293 (replicacion, 
5 dia 2). La Ifnea celular 293 presenta bajos niveles de Ras activado. Un 
plasmido que contiene un cassette de expresion de un mutante dominante 
negativo de Ras (RasN17) se transfecto en 293 y se evalu6 la eficacia de 
propagacion de un adenovirus mutante del ARN VAI (dl331). La inhibicion de 

Ras que puede observarse en el western blot es capaz de inhibir la \ 

• • • 

• • • 

10 propagacion de dl331. Por el contrario cuando se transfecto 293 con un 

•« 

plasmido que contenia un cassette de expresion de un mutante 
constitutivamente activo de Ras (RasV12) se observo la activacion de Ras por 
western blot y el aumento de la propagacion de dl331 . : # . \ 

FIGURA 5 Propagacion de un adenovirus mutado en ARN VAI en 

• • 

15 celulas con baja (293) o alta (NPA) actividad de RAS. Grafico del efecto V\. : 
citopatico (CPE) cuantificado por BCA (dfa 5). Comparacion de la propagacion s .... : 
de mutantes de ARNs VA en celulas con baja actividad de Ras y celulas de 
carcinoma pancreatico con elevados niveles de Ras activo. La propagacion : 
del adenovirus salvaje Ad5 se usa como control de normalizacion para 

■ » 

20 corregir las diferencias de infectividad y replicacion que no pueden ser 

• • • 

adscritas a la mutacion VA. 

FIGURA 6 Grafico crecimiento tumoral (volumen +/- S.E.). Tratamiento 
de tumores con un mutante de ARN VA. Tumores de cancer de pancreas 
humano NP9 fueron implantados en ratones inmunosuprimidos (ratones 
25 desnudos Balb/c). Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 70 - 80 
mm3 fueron inyectados con adenovirus mutante de ARN VAI (d!331) o con 
vehfculo control. Despues de midi6 la progresi6n tumoral (volumen del tumor). 
Se demuestra el efecto antitumoral del mutante de ARN VA. 

30 5. Descripcion detallada de la invencion 




A. Estructura de los adenovirus mutados en ARNs Virus-asociados (VA). 

La presente invencibn describe el uso de adenovirus mutados (es decir 
funcionalmente defectivos) en sus genes que codifican los ARNs virus- 
5 asociados (VA) para el tratamiento del cancer. El tratamiento se basa en la 
replicacion selectiva de los mutantes VA en celulas con la via de Ras activa. 
Adem&s los tumores resistentes a los efectos antivirales del interferdn 
(interferones alfa, beta y gamma) tambien pueden ser tratados con estos 
mutantes. Los mecanismos que permiten esta replicacion condicionada a Ras v. 9 [i 
10 activo o a resistencia a interferon se detallan a continuacion. f T: 

En el citoplasma de c6lulas infectadas con adenovirus se detectan 
grandes cantidades de unos pequenos ARNs que se han llamado asociados 
al virus o virus-asociados (VA). Estos ARNs estan sintetizados por la ARN 
polimerasa III celular por transcripcion de unos genes adenovirals localizados # ^ 
15 aproximadamente a 30 unidades de mapa del genoma adenoviral. Algunos 

serotipos de adenovirus solo contienen un gen VA (los pertenecientes a los llll^ 
subgrupos A y F, y algunos serotipos del subgrupo B) mientras que otros 

• • • 

contienen dos genes VA (VAI y VAII presentes en algunos serotipos del 
subgrupo B y en todos los serotipos del los subgrupos C, D y E). Los ARNs 

20 VA tienen unos 160 ribonucle6tidos y forman una estructura secundaria 

caracterizada por tallos de doble cadena y bucles de cadena sencilla (v6ase *TS 
FIGURA 1). Este ARN VA compite en su union a una quinasa de protefnas 
llamada PKR con otros ARNs de cadena doble producidos durante la infeccion 
adenoviral. La PKR es una protefna quinasa cuya actividad fosforilante 

25 depende de ARN de doble cadena; sin embargo la union a ARN VA en lugar 
de activarla la inhibe. Esta funcion de los ARNs VA es necesaria para la 
replicaci6n viral puesto que la PKR activada fosforila el factor de iniciacion de 
la traducci6n proteica elF2 inactivandolo y bloqueando la sfntesis de 
protefnas. Por otro lado se ha descrito que PKR puede ser inhibida por Ras 

30 (Mundschau and Faller, 1992). Con respecto a la inhibicion de PKR, la via de 
transduccion de Ras que se halla activada en un gran ntimero de tumores es 




funcionalmente analoga a los ARNs VA. Conectando estas observaciones la 
presente invencion establece que en celulas tumorales con la via de Ras 
activa las funciones de los ARNs VA pueden ser ellminadas sin afectar a la 
replicaci6n viral. La invencion por ello describe que los mutantes de ARNs VA 
5 pueden usarse para el tratamiento de tumores. 

El mecanismo de replication selectiva en tumores de los mutantes VA 
descrito en el parrafo anterior se basa en que los efectores de Ras inactivan la :. •. 

• • • 

PKR. En muchos tumores nos encontramos tambien otro mecanismo por el 
cual no hay activaci6n de PKR: la falta de respuesta al interferon. La secretion 

10 de interferon (IFN) de tipo alfa, beta o gamma es la primera respuesta del 

sistema inmune innato frente a virus. IFN induce la expresidn de PKR x' . j 
(Williams, 1999) y los genes de ARNs VA del adenovirus antagonizan los 
efectos antivirales del IFN al inhibir la PKR (Kitajewski et al., 1986). En celulas ': . [: 
que no responden a interferon, la PKR no se induce y la cantidad de PKR en :*".: 

15 el citoplasma se mantiene a niveles basales muy bajos. Los genes de ARNs 
VA entonces dejan de ser necesarios para permitir la replicaci6n viral. Esta 
bien establecido que las celulas tumorales presentari defectos en la respuesta 
a IFN (Stojdl et al., 2000). De hecho un virus que es muy sensible a los \y \ 
efectos inhibitorios de IFN se ha usado para lisar selectivamente celulas ;*.*.: 

20 tumorales y tratar tumores (Stojdl et al., 2000). Conectando estas 
observaciones otra configuration de la presente invenci6n es el uso de 
adenovirus mutantes de ARNs VA para tratar tumores con defectos en la via 
del interferdn. 

La secuencia del los genes de ARNs VA del adenovirus serotipo 5 se 
25 muestra en la figura 2. El gen VAI del adenovirus 5 consta de 160 pares de 
bases, ocupando desde el parde bases 10620 hasta el 10779 en la secuencia 
del genoma adenoviral. El gen VAII consta de 161 pares de bases, ocupando 
desde el par de bases 10876 hasta el 11036. Una configuraci6n de la 
presente invenci6n contiene una deleccidn dentro de estas secuencias. Otras 
30 configuraciones contienen delecciones que afectan a secuencias alrededor de 
estas y que controlan la expresi6n de los genes VA. En particular secuencias 




de 30 pares de bases anteriores a los genes VA se nan descrito involucradas 
en la regulaci6n de su expresion (Fowlkes and Shenk, 1980). Otra 
configuraci6n contiene delecciones de las secuenclas posteriores a los genes 
VA que controlan la terminaci6n de su transcripcion por la ARN polimerasa III 
5 (Gunnery etal., 1999). 

Durante el estudio de la funcion de los ARNs VA se nan construldo 
varios mutantes que eliminan su funci6n (Schneider et al., 1985; Schneider et : 
al., 1984; Thimmappaya et al., 1982). La presente invencion establece que 
10 los mutantes de genes VA que eliminan su funcion inhibitoria de PKR pueden 
ser usados para el tratamiento del cancer. 

Nuevos mutantes de RNAs VA tambien pueden ser usados para la ; v 

• • • 

aplicaci6n descrita en la presente invencion. Existen varios metodos para \.:: 
manipular el genoma adenoviral. La construcci6n de mutantes de VA puede ::.*: 

15 realizarse por ejemplo por mutagenesis dirigida usando protocolos descritos 

anteriormente en Alemany et al. (2000, 2001) pero en lugar de usar * '.* 
fragmentos adenovirals del hex6n o de la fibra alii descritos usando un 
fragmento que contenga los genes VA. El procedimiento puede ser como :Tj 
sigue: Se obtiene ADN purificado de adenovirus tipo 5 por SDS-proteinasa K *Y: 

20 usando metodos estandar (Alemany and Zhang, 1999; Graham and Prevec, 
1991). Este ADN viral se corta con la enzima restriccidn Kpn I y un fragmento 
de 2749 bp (Ad5 bp # 8537 - 11286) que contiene los genes de ARNs VA se 
purifica por electroforesis en gel. Este fragmento se clona por ligacion en el 
plasmido pUC19 digerido con la misma enzima de restriction. La mutagenesis 

25 dirigida para deleccionar cualquiera de las secuencias VA indicadas mas 
arriba se realiza sobre este plasmido usando protocolos comerciales ("Quick 
Change site-directed mutagenesis kit", Stratagene, La Jolla, CA). El fragmento 
mutado Kpn I se introduce luego dentro del genoma viral por recombination 
homologa usando un plasmido que contiene el genoma completo del Ad5 

30 digerido parcialmente con Rsr II (la diana en bp 10944 queda reparada por la 



recombination homologa). Del plasmido resultante se obtiene el mutante VA 
portransfeccion en celulas 293 o en celulas con la via de Ras activa. 

Otros tipos de mutaciones y manipulaciones geneticas distintas a las 
mutaciones de los genes de ARNs VA descritas en la presente invention se 
5 han realizado para obtener replicaci6n selectiva en tumores (Alemany et al., 
2000; Kirn, 2000; Kirn and McCormick, 1996; Ring, 2002). Estas pueden ser 
inserciones de promotores que son activos en celulas tumorales para controlar :. •. 
la expresi6n de genes virales y delecciones de funciones tempranas ("early E1 
y E4) que bloquean las vlas de RB o de p53. Una configuraci6n de la presente 
10 invenci6n es el uso de mutaciones en los genes de ARNs VA en combination 

con esas otras manipulaciones para obtener replicaci6n selectiva en tumores. . { 

En otra configuraci6n de la invenci6n los mutantes de ARNs VA pueden 
contener modificaciones de su capside para aumentar su infectividad o " 
dirigirse a receptores presentes en la celula tumoral. Las proteinas de la 

15 capside adenoviral se han modificado geneticamente para incluir ligandos que 
aumentan la infectividad o que dirigen el virus a un receptor en la celula : 
tumoral (Hemminki et al., 2001; Kasono et al., 1999; Suzuki et al., 2001; . ... 
Wickham, 2000; Wickham et al., 1995; Wickham et al., 1996; Wickham et al., rr: 
1997). Dirigir el adenovirus al tumor tambien se puede conseguir con ligandos 

20 bifuncionales que unen al virus por un lado y al receptor tumoral por otro 
(Curiel, 1999; Gu et al., 1999; Haisma et al., 2000; Hemminki et al., 2001). Por 
otro lado para aumentar la persistencia del adenovirus en sangre y con ello 
aumentar las posibilidades de alcanzar nodulos tumorales diseminados, la 
capside puede cubrirse con polfmeros como el polietilen-glicol (Alemany et al., 

25 2000; Croyle et al., 2001; Croyle et al., 2000; O'Riordan et al., 1999). Se 
pueden configurer estas modificaciones en mutantes de ARNs VA. 

Otra configuration de la presente invention es el uso de mutantes de 
ARNs VA de otros serotipos de adenovirus distintos al Ad5. De los mas de 50 
serotipos de adenovirus humanos, existen por lo menos 47 serotipos en los 
30 que la secuencia de los genes de ARNs VA esta bien caracterizada (Ma and 
Mathews, 1996). La mutaci6n de los genes VA en esos serotipos puede 




usarse para obtener replication condicionada a Ras activo o a resistencia a 
interferon. 

Otra configuration de la presente invention describe el uso de adenovirus 
mutantes de ARNs VA que contienen otros genes para aumentar su 
5 cititoxicidad sobre celulas tumorales como. el gen de la timidina quinasa, 
citosina deaminasa, genes proapoptdticos, inmunoestimuladores o supresores 
tumorales. :* 

• • • 

• m • 

B. Producci6n, purification y formulaci6n de adenovirus mutados en ARNs 
10 VA. . . 

• • • 
• • ■ ■ 

Los adenovirus mutantes de ARNs VA se propagan siguiendo metodos K.;: 
estandar en los campos de la adenovirologfa y los vectores adenovirals 
(Alemany and Zhang, 1999; Graham and Prevec, 1991). El metodo preferido 
15 de propagacidn es por infecci6n de una Ifnea celular permisiva a la replication r*~ ; 
de mutantes de ARNs VA. Dicha Ifnea tiene un oncogen Ras mutado o activo ... 

» * 

por ejemplo. La Ifnea de carcinoma pancreatico NP9 es un ejemplo de dicha 
Hnea. La propagation se realiza del siguiente modo por ejemplo: Las celulas 
NP9 se crecen sobre placas de cultivo celular de plastico y se infectan usando 

20 50 partfculas virales por celula. Dos dfas despues el efecto citopatico que 
refleja la producci6n de virus se observa como un arracimamiento de las 
celulas. Las celulas se recogen y se almacenan en tubos. Despues de una 
centrifugacion a 1000g durante 5 minutos, el precipitado celular se congela y 
descongela tres veces para romper las celulas. El extracto celular resultante 

25 se centrifuga a 1000g durante 5 minutos y el sobrenadante con virus se carga 
encima de un gradiente de cloruro de cesio y se centrifuga durante 1 hora a 
35.000g. La banda de virus en el gradiente se carga de nuevo sobre otro 
gradiente de cloruro de cesio y se centrifuga durante 1 6 horas a 35.000g. La 
banda de virus se recoge y se dializa frente a PBS-10% glicerol. El virus 

30 dializado se allcuota y almacena a -80°C. La cuantificacion de numero de 



particulas y unidades formadoras de placa se realiza siguiendo protocolos 
estandar (Mittereder et a!., 1996). 

Tamp6n fosfato salino con glicerol al 10% es una formulacion estandar 
para el almacenamiento de adenovirus. Sin embargo se han descrito nuevas 
5 formulaciones que mejoran la estabilidad del virus (Croyle et al., 2001; Croyle 
etal.,2001). 

• • • 
» • • 

C. Utilization de adenovirus mutantes de ARNs VA para el tratamiento del "••* * 
cancer. 

10 .* : 

• • • 
• • • • 

La presente invention describe ei uso de adenovirus defectivos en sus 
genes de ARNs VA para tratar el cancer. El tratamiento se basa en la r-.. : 

m • » * 

replication selectiva de los mutantes de ARNs VA en celulas con una via de 

•••• 

Ras activa o resistentes a los efectos del interferon. 

• * 

15 Los protocolos para usar los mutantes VA en el tratamiento del cancer * " 

siguen los mismos procedimientos que los usados en los campos de 
viroterapia con adenovirus y terapia genica con adenovirus. Existe una amplia rr; 
experiencia en el uso de adenovirus no replicativos y replicativos en el campo m ~y\ 
de la terapia genica. En particular adenovirus con mecanismos de replication 

20 selectiva distintos al propuesto en la presente invention han sido usados para 
tratar el cancer (Alemany et al., 1999; Fueyo et al., 2000; Ganly et al., 2000; 
Heise et al., 1997; Heise et al., 1999; Heise et al., 1999; Khuri et al., 2000; 
Simons and Henderson, 1998). Existen numerosas publicaciones de 
tratamiento de celulas tumorales en cultivo, en modelos animates y en 

25 ensayos cllnicos con pacientes. Para el tratamiento de celulas en cultivos in 
vitro el adenovirus purificado en cualquiera de las formulaciones descritas mas 
arriba se afiade al medio de cultivo para la infeccion de las celulas tumorales. 
Para tratar tumores en modelos animates o en pacientes humanos el 
adenovirus se puede administrar loco-regionalmente por inyeccion en el tumor 

30 o en una cavidad corporal donde el tumor se localiza o sistemicamente por 



inyeccion en el torrente sangumeo. Como se ha practicado con otros 
adenovirus de replicacion selectiva, el tratamiento de tumores con los 
mutantes de ARNs VA descritos objeto de la presente invencion se puede 
combinar con otras modalidades terapeuticas como la quimioterapia o 
5 radioterapia. 

6. Eiemplos K 

EJEMPLO 1 : 

10 Un adenovirus mutado en el gen VAI muestra replicacion dependiente de Ras. f . J 

Para demostrar la dependencia de la replicacion de un mutante de ARN 

VAI (dl331; (Thimmappaya et al., 1982)) en una via activada de Ras hemos 3 ~y m 

modulado el estado de activacibn de Ras en celulas humanas. 

Aproximadamente 1 .0 x 10 7 celulas humanas de rinon embrionario (linea 293) 

15 se sembraron en una placa de 10 cm de di£metro y se transfectaron con 24 : 

jag de plasmidos que contenfan o bien la protema de fluorescencia verde 

(GFP), la forma constitutivamente activa de Ras (H-Ras V12) o el dominante rr: 

« * 

negativo de Ras (H-Ras N17). Un protocolo est£ndar de fosfato calcico se uso um yi 
para la transfeccion (Graham and Prevec, 1991). Cuarenta y ocho horas 

20 despues de la transfeccion las celulas se transfirieron a nuevas placas. Para 
demostrar el efecto de la transfeccion de los plasmidos en la via de Ras se 
miraron los niveles de expresi6n y de fosforilacion de ERK (un efector de Ras) 
en un lisado celular por Western-blot. El lisado se obtuvo por incubacion con 
tamp6n de lisis (20 mM Tris, 2 mM EDTA, 100 mM NaCI, 5 mM MgCI 2l 1% 

25 Triton X-100, 10% gliceroi, 5 mM NaF, 100 Na 3 V0 4> 1 mM PMSF, 10 
ng/ml aprotinina, 10 (ag/ml leupeptina) durante 1 hora a 4°C. Despues de la 
centrifugacion a 14,000xg, las protefnas del sobrenadante (10 \xg por carril 
determinado por ensayo de Bradford) se separaron electroforeticamente en un 
gel del 10% poliacrilamida-SDS, y se transfirieron a una membrana de PVDF. 

30 La cantidad de ERK y fosfo-ERK se reveld mediante el protocolo de 




quimioluminiscencia de Amersham (ECL). Como anticuerpos primarios se 
usaron un anticuerpo monoclonal (Ab) en contra de ERK (Zymed) o un 
policlonal en contra de fosfo-ERK (Cell Signaling Tech.). Anti-IgG de raton o 
anti-IgG de conejo conjugados a peroxidasa de rabano se usaron como 
5 anticuerpos secundarios. Siguiendo estos procedimientos demostramos que 
las celulas 293 no transfectadas tienen un bajo nivel de fosforilacion de ERK, 
indicando una baja actividad de la via de Ras. La transfeccion control con 

• • • 

GFP no afecta estos resultados. La transfeccion con H-Ras V12 aumenta la 

• • • 

fosforialcion de ERK indicando la activacion de la vfa de Ras. Por el contrario 
10 la transfeccion con H-Ras N17 resulta en la inhibicion de la vfa de Ras 

(FIGURA 4 de la invencion, panel superior). r ; 

• • • • 

Una vez verificada la modulacibn de la via de Ras siguiendo los 
procedimientos anteriores pasamos a demostrar la replicacion selectiva de los j«. \* 
mutantes de ARNs VA como se describe a continuaci6n. Las celulas 

• • 

15 transfectadas como se indica en el parrafo anterior se infectaron con el 

mutante de ARN VAI dl331 o con adenovirus tipo salvaje usando 10 unidades K ]t 
formadoras de placa por celula. La produccion de virus se analizo cada dfa 

*• • 

» ■* 

midiendo la cantidad de adenovirus en el sobrenadante mediante ensayos de m —« m 

• • ♦ 

formaci6n de placas en 293 (Graham and Prevec, 1991). El adenovirus tipo : m : 
20 salvaje se replica de 7 a 10 veces mejor que el mutante VAI en celulas 293 

control o transfectadas con GFP. La activaci6n de la vfa de Ras inducida por ... % :. 

H-Ras V12 aument6 10 veces la eficiencia de replicaci6n del mutante VA de 

modo que su nivel de replicacion alcanza el nivel del adenovirus tipo salvaje. 

Por el contrario la inhibicion de la vfa de Ras con H-Ras N17 disminuy6 la 
25 replicacion del mutante VA 2 veces. Por lo tanto, comparada con la replicacion 

del adenovirus tipo salvaje, la replicacion de un mutante de ARN VAI es 20 

veces m£s dependiente de la activacion de la vfa de Ras que hemos 

realizado. 
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Las celulas tumorales humanas con la via de Ras activa permiten la 
replication eficiente de un adenovirus mutado en su ARN VAI. 

La replication de un adenovirus mutado en el gen del ARN VAI (dl331) 
5 se cuantifico en la Knea se cancer de pancreas humano NP-9 que contiene 
una mutation en el codon 12 del gen K-Ras (GGT -> GAT) (Villanueva et al. v 

1998). La replicacion se estimo por el efecto citop£tico (CPE) que el virus \%^ m 

• • «« 

induce medido como una disminucion de la cantidad de protefna en la * m t 
monocapa celular (metodo BCA (O'CarroIl et al., 2000)). En breve, las celulas 

10 NP-9 se sembraron en placas de 96 pocillos a 30.000 celulas por pocillo. Al 
dfa siguiente las celulas se infectaron con diluciones seriadas de dl331 o de 
adenovirus tipo salvaje desde una concentration de 1000 unidades 
formadoras de placa por celula. Las celulas infectadas se incubaron durante 5 
dfas y el medio de cultivo se sac6 para medir la cantidad de protefna restante 

15 en el pocillo. La figura 5 muestra los resultados obtenidos como el porcentaje 
de cantidad de protefna con respecto a pocillos no infectados frente a la : 
dilution del inoculo viral. La diluci6n que produce el 50% de mortalidad (50% 

de reducci6n del contenido de protelna, IC 50 ) es una estimation de la potencia :-r; 

• * • 

oncolftica de la preparation inicial de virus. En c6lulas con Ras mutado (NP9) 
20 la IC 5 o obtenida para el mutante de ARN VAI dl331 y para el adenovirus tipo 
salvaje fue respectivamente 0.04 y 0.7 indicando un aumento de potencia del 
mutante de ARN VAI de 18 veces (FIGURA 5, panel superior y Ifnea continua 
del panel inferior). En c6lulas con baja actividad Ras (293) estos valores 
fueron 0.018 y 0.003 indicando una disminucion de potencia del mutante de 
25 ARN VAI de 6 veces. En conjunto, los resultados muestran que si 
comparamos la potencia oncolftica de un mutante de ARN VAI frente al 
adenovirus tipo salvaje en celulas con Ras activo o en celulas con Ras casi 
inactivo, la activation de Ras potencia la replicacion del mutante VAI unas 100 
veces. 

30 
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Un adenovirus mutado en el gen de ARN VAI puede ser utilizado para tratar 
eficazmente tumores. 

A continuation demostramos el efecto antitumoral de un adenovirus 
mutante de ARN VAI (dl331). Se realiz6 un experimento in vivo con ratones 
atfmicos de la cepa Balb/c que contenfan tumores con una via de Ras 
activada (NP9). Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las K 
directrices de FELASA ("Federation of European Laboratory Animal Science •[] 
Associations"). Un total de 1.2 x 10 7 cSlulas tumorales de la Ifnea NP-9 cells 
se inyectaron subcutaneamente en cada flanco posterior del raton. Despues 
de 15 dias los tumores formados (que alcanzan 70-80 mm 3 ) se distribuyeron : .. 
en los distintos grupos experimentales (n=10 por grupo). Los tumores del 
grupo control recibieron dos inyecciones intratumorales de tampon salino (2 x 
10 jul>. Los del grupo tratado con el mutante VA recibieron dos inyecciones : «- 
intratumorales (2 x 10 ^l) de dl331 (10 9 pam'culas virales por tumor). Se /• 
midieron los tumores cada dos dias y su volumen se estimo segun la f6rmula: : * 
V (mm 3 )= A (mm) x B 2 (mm 2 ) x en donde B es la longitud transversal. La .** 
figura 6 muestra el volumen tumoral respecto al inicio del tratamiento (dia 0). 
Los resultados se presentan como media ± S.E.M. La existencia de ": 
diferencias significativas entre los resultados se calculo usando un ensayo no 
parametrico de datos no apareados de Mann-Whitney. Las curvas de 
crecimiento se compararon usando un analisis de la variancia. Los resultados 
se consideraron significativos si p < 0.05. Los calculos se realizaron con el 
paquete estadfstico SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL). Existe una diferencia 
significativa entre el tamano tumoral a dias 16 y 21. Los tumores tratados con 
el mutante de ARN VAI dl331 mostraron regresi6n. 
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8. REIVINDICACIONES. 

1- La utilizaci6n de un adenovirus para el tratamiento del cancer 
caracterizado por el hecho que el adenovirus es defectivo en sus ARNs 
virus asociados (VA). 

5 2- Utilizacion segun la reivindicaci6n 1 en la que dicho adenovirus tiene 
una mutacion en la secuencia del gen VAI 6 VAII o ambos. 

3- Utilizacion segun la reivindicacion 1 en la que dicho adenovirus tiene ' 
una mutacion en las secuencias que controlan la expresi6n de los 
ARNs VA. . . 

• « 

• • • • 

10 4- Utilizacion segun cualquiera de las relvindicaciones anteriores en la que 

dicho adenovirus se inyecta en el tumor, en una cavidad donde se :. \ 

* • • 

localiza el tumor o en el torrente sangufneo de un paciente con cancer. 

•« « » 

5- Utilizacion segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores en la que 

• ■* 

dicho adenovirus se combina con otras modalidades terapeuticas 
1 5 contra el cancer como la quimioterapia o la radioterapia. 

♦ ♦ * 

6- Una composicion que comprende un adenovirus con mutaciones 

* * * 

geneticas en los genes de ARNs VA para conseguir replicaci6n •*;•: 
selectiva en celulas tumorales con una via de Ras activa o refractarias 
a la accion del interfer6n. 

20 7- Una composicion para utilizar segCin las reivindicaciones 1 a 3 que 
comprende un adenovirus con mutaciones geneticas en los genes de 
ARNs VA y en uno o m£s genes del grupo E1a, E1b y E4 para 
conseguir replicaci6n selectiva en tumores. 

8- Una composici6n para utilizar segCin las reivindicaciones 1 a 3 que 
25 comprende un adenovirus con mutaciones geneticas en los genes de 

ARNs VA y a su vez promotores que regulan uno o m£s genes del 
grupo E1a, E1b y E4 para conseguir replicacion selectiva en tumores. 

9- Una composici6n que comprende un adenovirus con mutaciones 
geneticas en los genes de ARNs VA para conseguir replicaci6n 
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selectiva en c6lulas tumorales y modificaciones en su capside para 
aumentar su infectividad o dirigirio a un receptor presente en una celula 
tumoral. 

10- Una composicion que comprende un adenovirus con mutaciones 
geneticas en los genes de ARNs VA que le confieren replicacion 
selectiva en celulas tumorales y que a su vez que contiene otros genes 
usados comdnmente en el campo de terapia genica del cancer como 
activadores de prodrogas, supresores tumorales o 
inmunoestimuladores. 

11 - Una composicion que comprende un adenovirus humano derivado de 
un serotipo entre el 1 al 50 con mutaciones geneticas en los genes de 
ARNs VA que confieren replicacidn selectiva en celulas tumorales. 
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FIGURA 4. 
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